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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce pojednává o problematice metalomiky. Jsou zde vysvětleny 
základní pojmy a definice, rozdíly mezi proteiny vázanými s kovem a metaloproteiny. Práce 
se také zabývá metalothioneiny a jejich základním rozdělením. 
Práce popisuje způsoby interakcí kovů s organickými sloučeninami. Pozornost je 
věnována vazbě kovů s peptidy a bílkovinami. V práci jsou uvedeny příklady některých 
esenciálních kovů, které jsou vázány v důležitých organických sloučeninách, které jsou nutné 
pro správné fungování organismu. Především jsou popsány enzymy nezbytné pro lidský 
organismus. Uvedeny jsou i organické sloučeniny toxických kovů.  
Další část práce je věnována analytickým metodám používaným při stanovení 
metalosloučenin. Jsou popsány separační a detekční metody, které se vzájemně kombinují, 
aby bylo možné metalosloučeniny kvalitativně i kvantitativně stanovit. Uvedeny jsou příklady 
stanovení vybraných metalosloučenin. 
ABSTRACT 
This bachelor thesis deals with the topic of metallomics. There are explained basic 
concepts and definitions, differences between the metal-binding proteins and metalloproteins. 
This thesis also deals with metallothioneins and theirs basic types. 
The study describes possible interactions of metals and organic compounds. Attention is 
paid to interactions between metals and peptides or proteins. There are given examples of 
some essential metals, which are linked to important organic compounds, which are necessary 
for the proper function of the organism. Mainly there are described enzymes necessary for the 
human body. There are also referred organic compounds of toxic metals.  
Another part of the thesis is devoted to analytical methods used for determination of 
metallocompounds. There are described methods for separation and detection, which are 
combined for qualification and quantification of metallocompounds. There are referred 
examples of the determination of some metallocompounds. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
metalosloučeniny, metalomika, živé systémy, analytické metody 
KEYWORDS 
metalocompounds, metallomics, living systems, analytical methods 
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1 ÚVOD 
Ionty kovů jsou využívány v biologických systémech v mnoha základních procesech, jako 
jsou katalýza, signalizace nebo genová exprese. Nepřítomnost některých kovových iontů 
v organismu vyvolává onemocnění [1]. Na druhou stranu přítomnost některých kovových 
iontů v organismu je dávána do souvislosti s toxicitou [2]. Nejčastějšími toxickými prvky jsou 
Hg, Cd, Pb, Cr (VI), As a Sn [3]. 
Některé esenciální přechodné kovy (např. Cu, Fe, Zn) jsou kofaktory enzymů a 
mechanismus jejich funkce není zcela znám. K charakteristice proteomů slouží nejen obsah 
proteinů, ale také rozdělení kovových iontů a kovových sloučenin v různých druzích 
buněčných složek [2]. 
Zkoumání kovových specií v lidských tkáních a orgánech je nezbytné pro porozumění 
jejich podstatě, toxikologickému a biochemickému dopadu na organismus [4]. 
Speciační analýza označuje analytickou identifikaci a kvantifikaci jednoho nebo více 
jednotlivých chemických specií ve vzorku. Pro analýzu se používá spojených metod, které 
jsou založeny na kombinaci chromatografické nebo elektroforetické separace s citlivou 
detekcí jednotlivých prvků (obvykle atomová absorpční, emisní nebo hmotnostní 
spektrometrie) [5]. 
Speciační analýza molekul vázaných s kovem v biologických vzorcích je velmi důležitým 
předmětem v různých vědeckých disciplínách jako jsou biochemie, biologie, medicína, 
farmacie, výživa, zemědělství, vědy o životním prostředí atd. V posledních letech se speciační 
analýza výrazně rozvíjí pro objasnění biologické nezbytnosti a toxicity prvků na molekulární 
bázi [3].  
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2 CÍL PRÁCE 
Cílem bakalářské práce bylo podat stručný přehled o tom, jak jsou v živých systémech 
vázány kovy. Práce pojednává o problematice metalomiky, jejímž předmětem je studium 
kovových iontů a kovových specií a jejich vzájemných interakcí, transformací a funkcí 
v biologických systémech. Pozornost byla věnována analytickým metodám a jejich 
kombinacím, kterými lze metalosloučeniny identifikovat a kvantifikovat.  
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3 METALOMIKA 
3.1 Základní pojmy 
Metalomika je definována jako věda o kovech a kovových speciích, jejich interakcích, 
transformacích a funkcích v biologických systémech. Je to nový název pro část 
bioanorganické chemie [6]. Obor se obsahově podobá genomice a proteomice [7]. 
Metalomika se zabývá hlavně funkcí kovů (polokovů) v biologických systémech [6]. 
Souhrn kovů a polokovových iontů v živých systémech je definován jako metalom [6]. 
Patří sem anorganické, organické specie a proteinové komplexy [8]. Tyto pojmy jsou 
relativně nové, prvně je zavedli R. J. P. Williams  a H. Naguchi [6]. 
Metalomika zahrnuje rozdílné typy informací, od identifikace jednotlivých kovových 
specií (kvalitativní metalomika) až k určení jejich koncentrací (kvantitativní metalomika) [7]. 
Změny metalomu jako funkce času a vystavení vnějším podnětům sleduje srovnávací 
metalomika [8]. 
Získaná data z výzkumu metalomu nás informují o tom, jak je prvek (kov či polokov) 
rozložen mezi buněčnými složkami daného typu buňky, o jeho koordinačním okolí, ve které 
biomolekule je kovový ion začleněn nebo kterým bioligandem je komplexovaný a 
o koncentraci jednotlivých přítomných druhů [2]. 
Stanovování nízkomolekulárních kovových specií je založeno na posuzování 
vysokomolekulárních látek, jako je znázorněno na obrázku 1 [9]. 
 
Obr. 1: Postup při stanovení kovových specií [9] 
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3.2 Proteiny vázané s kovem a metaloproteiny 
Metaloproteiny jsou považovány za odlišné od proteinů vázaných s kovem. 
Metaloproteiny jsou význačné tím, že kov je vázán na proteiny interakcí s vysokou afinitou, 
která se nevytrácí ani během přípravy vzorků (izolace a ředění), zatímco proteiny vázané 
s kovem mají kov vázán podstatně slabšími vazbami a je možné je snadněji rozbít [4]. 
Metaloprotein se utvoří, když obsahuje struktura proteinu vhodný typ a počet ligandů. 
Další důležitou vlastností je geometrické uspořádání ligandu. Pouze při správném 
geometrickém uspořádání, se ligand naváže a aktivuje kov [4]. 
Základní aminokyseliny včetně cysteinu a methioninu vážou kovy prostřednictvím afinity 
k síře [4]. Pro koordinaci s kovovými ionty se stanou dostupné i oba dusíkaté atomy 
po deprotonaci v histidinu [10]. 
Proteiny se často slabě vzájemně ovlivňují s monovalentními ionty (K+ a Na+). O něco 
silněji interagují s ionty, jako jsou Ca2+ a Mg2+. S ionty přechodných kovů (Cu2+, Fe2+, Mn2+, 
Mo2+) mají nejsilnější koordinační vazby, které se vyskytují ve většině metaloproteinů. To je 
způsobeno vlastnostmi přechodných kovů (hustota, malý atomový poloměr a vzájemné 
působení prostřednictvím elektromagnetického a elektrostatického pole) [4]. Na obrázku 2 je 
znázorněno navázání železa v hemu [11]. 
 
Obr. 2: Strukturní vzorec molekuly hemu [11] 
Proteiny vázané s kovem a metaloproteiny představují velké množství z celkového počtu 
proteinů. Je odhadováno, že přibližně 40 % ze všech proteinů a enzymů obsahuje ve svých 
strukturách kovové ionty. Proteiny vázané s kovem a metaloproteiny jsou důležité pro mnoho 
metabolických procesů, jako jsou přeměna biologické energie při fotosyntéze a dýchání, jakož 
i pro signální procesy, které řídí genové informace a regulace [4]. 
V mnoha enzymech jsou obsaženy esenciální kovové ionty, které jsou důležité pro jejich 
funkci. V buňkách hrají důležitou roli některé stopové prvky pro aktivaci a stabilizaci 
enzymů. V enzymech se vyskytují převážně přechodné kovy s malými atomovými poloměry 
(Cu, Fe, Zn, Mn) [8]. Zinek je důležitý pro aktivitu více než 200 metaloenzymů [1]. Jedním 
z těchto enzymů je karboxypeptidáza A (Obr.3) [12]. V tabulce1 je uvedeno několik příkladů 
metaloproteinů [4]. 
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Obr. 3: Karboxypeptidáza A z hovězí slinivky [13] 
Tab. 1: Příklady některých metaloproteinů [4] 
Prvek Protein 
Selen Glutathionperoxidáza: enzym, který katalyzuje redukci peroxidů a ochraňuje buňky před 
oxidačním poškozením. 
Chrom Transferrin (plasmový protein): přenáší Cr(III) v celém těle v krevních buňkách. 
Měď Ceruloplasmin (protein lidského séra); askorbátoxidáza (rostliny a bakterie); plastocyanin 
(vyšší rostliny a cyanobakterie); superoxiddismutáza, tyrosináza, cytochromoxidáza, 
hemocuprein (zvířata). 
Olovo Asi 95% z celkového množství olova v lidské krvi je vázáno v červených krvinkách. 
Ve většině červených krvinek, je olovo vázáno uvnitř buňky v hemoglobinu. 
V extracelulárních tekutinách je olovo vázáno v albuminu a několika proteinech s vysokou 
molekulární hmotností (globuliny). 
Zinek Zinek je základem ve více jak 200 enzymech a proteinech. Hlavními příklady jsou inzulin 
a karboxypeptidáza A (Obr.3) 
Mangan Tento kov je obsažen v mnoha enzymech jako jsou pyruvátkarboxyláza a 
oxalacetátdekarboxyláza. Tento prvek může být obsažen v proteinech jako jsou 
glutaminsyntetáza, β-globulin a albumin. 
Železo Proteiny obsahující železo jsou rozděleny do dvou kategorií. První je hem, kde je tento 
kov chelatovaný porfyrinem (ve vodě nerozpustný ligand). Tato kategorie je 
představována hemoglobinem, myoglobinem a cytochromy. Druhá je tvořena železem, 
které není vázáno v hemu (Obr.2). Typickými příklady jsou trasferrin, ferritin, 
ovotrasferrin, casein, hemosiderin a albumin. 
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3.3 Metalothioneiny 
Jedním druhem metaloproteinů jsou metalothioneiny (MTs). Metalothioneiny savců 
představují proteiny o nízké molekulární hmotnosti (kolem 60 aminokyselinových zbytků 
o molární hmotnosti přibližně 6,8 kDa). Jsou charakteristické svým vysokým obsahem 
cysteinu (30 %). Mají velmi vysokou afinitu k navázání celé škály iontů přechodných kovů 
(hlavně prvky jako jsou Cd, Cu a Zn) [4]. V živočišných metalothioneinech jsou nejčastěji 
vázány ionty Cd2+ a Zn2+, v rostlinných pak Cd2+ a Cu2+ [14]. 
MTs vykazují velkou afinitu k esenciálním i toxickým stopovým prvkům.  
Přítomnost většího množství MTs je v některých případech bioindikátorem při sledování 
životního prostředí ohroženého těžkými kovy [9]. 
Metalothioneiny byly rozděleny do tříd na základě strukturální podobnosti (Obr. 4) 
 MTs třídy I jsou polypeptidy, které jsou tvořeny obvykle 60-62 aminokyselinami 
navázanými na 20 cysteinových zbytků a 7 divalentních anebo 12 monovalentních 
kovových iontů a neobsahují aromatické aminokyseliny [15]. 
 MTs třídy II jsou ostatní proteinové MTs, které nepatří do třídy I [16]. 
 MTs třídy III byly klasifikovány polypeptidy, nazývané jako fytochelatiny [15]. 
Jsou to metaloisopolypeptidy obsahující γ-glutamyl-cysteinovou jednotku [16]. 
 
Obr. 4: Rozdělení metalothioneinů [15] 
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4 KOVY VÁZANÉ NA PROTEINY 
Ve většině biologických systémů jsou kovy vázány v mnoha různých formách, od volných 
iontů až po metaloproteiny, od pevně vázaných specií po volně vázané komplexy [6]. 
Pro charakter interakce prvku v organické matrici jsou rozhodující chemické vlastnosti 
daného prvku. Tyto vlastnosti jsou určeny umístěním prvku v periodické soustavě a vyplývají 
z elektronové konfigurace atomu prvku [12]. 
Nekovy a metaloidy se středními hodnotami elektronegativity tvoří v biologických 
systémech kovalentní sloučeniny. Tendenci k tvorbě kovalentních sloučenin mají také Cd a 
Hg [12]. 
Prvky s velmi nízkými elektronegativitami (alkalické kovy, kovy alkalických zemin) a 
prvky s vysokými elektronegativitami (halogeny) se v biologických materiálech vyskytují 
převážně jako volné ionty a přednostně se účastní elektrostatických interakcí. Avšak i u těchto 
prvků je možná jejich vazba např. v málo rozpustných sloučeninách, kovalentních 
sloučeninách nebo v komplexních sloučeninách [12]. 
Přechodné kovy a některé nepřechodné kovy mají výrazný sklon k tvorbě komplexních 
sloučenin. To je dáno menším poloměrem a větším nábojem jejich iontů. V biologických 
materiálech je pro tyto prvky velké množství potenciálních reakčních partnerů [12]. 
Většina stopových prvků v lidských tekutinách a orgánech je vázána s různými proteiny, 
které jsou nazývány metaloproteiny. Pokud metaloproteiny pracují jako biologické 
katalyzátory a regulují biologické reakce a fyziologické funkce v buňkách a orgánech, jedná 
se o metaloenzymy [3]. 
4.1 Interakce kovů s peptidy a bílkovinami 
U peptidů a bílkovin je možná vazba kovu prostřednictvím N-koncové aminoskupiny, C-
koncového karboxylu a dále funkčními skupinami v postranním řetězci aminokyselinových 
zbytků. K těmto způsobům vazby kovových iontů přistupuje ještě vazba na kyslíkový nebo 
dusíkový atom peptidové vazby. Atom kyslíku v karbonylové skupině peptidové vazby má 
jen mírně nukleofilní charakter, takže vazba kovů je slabá. Stabilizaci chalátu však může 
zajistit sousední aminoskupina. Vazba kovových iontů na atom dusíku peptidové vazby 
předpokládá disociaci N-H skupiny, neboť elektronový pár na dusíku není k dispozici [12]. 
Již u jednoduchých peptidů může být konstituce jejich komplexů s kovy dosti složitá a 
mohou vznikat i vícejaderné komplexy. Mezi přirozenými peptidy, jakožto ligandy kovů, 
zaujímají zvláštní místo peptidy obsahující cystein. Jde o glutathion a zejména o tzv. 
fytochelatiny (peptidy od glutathionu odvozené), a podobné peptidy zvané homofytochelatiny. 
Další důležitou skupinou peptidů se schopností vázat kovy jsou metalothioneiny [12]. 
U bílkovin nemusí být funkční skupiny, které se podílejí na vazbě s kovem, nutně součástí 
aminokyselinových zbytků vzájemně sousedících v peptidovém řetězci. Do těsného kontaktu 
s kovovým iontem se vzhledem k terciární struktuře bílkoviny mohou dostat i ty části 
makromolekuly, které jsou v aminokyselinové sekvenci vzájemně dosti vzdáleny. Další 
možností vazby kovů je interakce s fosfátovými skupinami fosfoproteinů [12]. 
Síla interakce kovového iontu s bílkovinou a stabilita vzniklých komplexů je závislá na 
teplotě, pH, prostředí, na druhu kovového iontu, na přítomnosti ostatních složek, na primární 
struktuře a konformaci bílkoviny [12]. 
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Komplexy kovů s bílkovinami, které se vyskytují v potravinách, mohou být dvojího 
druhu. První skupinu lze charakterizovat jako nahodile vzniklé relativně labilní komplexy. 
Druhou skupinu tvoří metaloproteiny, které mají pravidelnou strukturu a charakteristický 
způsob vazby kovu a vazebné místo pro kovový ion. Kov může být vázán i prostřednictvím 
neaminokyselinové komponenty bílkovinné makromolekuly, např. prostřednictvím 
prostetické skupiny (Fe vázané v porfyritové struktuře hemu) [12]. 
4.2 Příklady některých prvků, jejich významu a funkcí v organismu 
4.2.1 Esenciální prvky 
4.2.1.1 Železo 
V lidském těle se železo nachází v nejvyšší koncentraci v krvi (hemoglobin), játrech a 
slezině (ferrin a homosiderin), v nižších koncentracích v ledvinách, srdci a kosterním svalstvu 
(myoglobin). Koncentrace železa v pankreatu a mozku je asi dvakrát až desetkrát nižší, než 
obsah v játrech nebo slezině [12]. 
V enzymech je obsaženo jen nepatrné množství celkového železa v těle. Lze je rozdělit 
na hemové enzymy (cytochromy, oxygenázy a peroxidázy) a na nehemové enzymy 
(sukcinátdehydrogenáza, xanthinoxidáza, akonitáza a NADH-cytochrom-c-reduktáza) [4, 12]. 
Železo se převážně účastní na transportu kyslíku krevním řečištěm a jeho skladování 
ve svalové tkáni a na katalýze oxidačně-redukčních reakcí [3]. 
Dalším typem biologicky významných sloučenin železa jsou proteiny s železem a sírou. 
Železo je vázáno sulfhydrylovými skupinami cysteinových zbytků, případně ještě sulfidovými 
ionty. Do této skupiny patří rubredoxiny a ferredoxiny. Tyto látky působí jako přenašeče 
elektronů reverzibilní změnou mocenství železa [12]. 
V krevní plazmě je obsažen nehemový glykometaloprotein transferin, který slouží jako 
transportní forma železa. Zásobní formy železa jsou ferritin a hemosiderin [4]. Vazba Fe3+ 
na ferritin snižuje riziko vzniku nerozpustných sloučenin železa [12]. 
Nedostatečný příjem železa vede k anémii a snížení imunity. Při nadměrném příjmu železa 
může dojít ke hromadění hemosiderinu v játrech, což může vést k těžkému poškození jater 
[12]. 
4.2.1.2 Zinek 
Vysoké koncentrace zinku se v lidském těle nacházejí především v kůži, vlasech, nehtech, 
očních tkáních, játrech, ledvinách, slezině a mužských pohlavních orgánech. V krvi připadá 
asi 75 až 88 % zinku na erythrocyty, 12 až 22 % na krevní plazmu a zbytek na leukocyty a 
krevní destičky. V krevní plazmě je zinek vázán především na sérový albumin. V červených 
krvinkách je obsažen zejména v enzymu karbonátanhydratáze. [12]. 
Zinek je nezbytný pro katalytickou funkci více než 200 metaloenzymů [4]. Jsou to např. 
alkoholdehydrogenáza, laktátdehydrogenáza, superoxiddismutáza, alkalická fosfatáza, 
karboxypeptidáza A, B a G, karbonátanhydratáza, aldoláza, DNA-polymeráza a jiné. Také 
tvoří komplexy s peptidovým hormonem pankreatu insulinem [3, 4, 12]. 
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Nedostatek zinku v dětském věku má za následek zpomalený růst a nedostatečný vývoj 
mužských pohlavních orgánů. Dalšími příznaky jsou ztráta chuti, změny na kůži, vypadávání 
vlasů a nehtů. Zinek je ve vyšších dávkách toxický [12]. 
4.2.1.3 Měď 
V lidském těle se měď vyskytuje v játrech, ledvinách, svalstvu, mozku a plících. 
V jaterních buňkách je většina mědi vázána v molekulách enzymu superoxiddismutázy a 
v mozkové tkáni je obsažen metaloprotein cerebrokuprein. Více než 90 % mědi v krvi je 
obsaženo v plazmě [12]. V krevní plazmě je hlavní vazebnou látkou mědi metaloprotein 
ceruloplasmin (obsahuje v molekule 8 atomů mědi) [4]. V erytrocytech je měď obsažena 
v dalším proteinu erythrokupreinu a v enzymu superoxiddismutáze [12]. 
Měďnaté ionty jsou součástí aktivních center řady enzymů (cytochrom-c-oxidáza, 
superoxiddismutáza, různé aminoxidázy, hydroxylázy, laktáza). Enzym superoxiddismutáza 
je důležitý pro ochranu subcelulárních struktur před poškozením oxidačními reakcemi. 
Monoaminoxidázy obsahující měď pravděpodobně ovlivňují pigmentaci kůže a vlasů. 
Lysyloxidáza je nezbytná pro integritu pojivové tkáně. Měď je nezbytná pro efektivní využití 
železa a pro biosyntézu některých fyziologicky významných sloučenin [3, 12]. 
Deficit mědi u člověka je velmi vzácný. Při dlouhodobém nižším příjmu mědi se objevují 
vyšší hladiny cholesterolu v krvi, změny srdečního rytmu a snižuje se glukosová tolerance. 
Toxicita mědi pro savce je poměrně nízká [12]. 
4.2.1.4 Chrom 
Chrom v oxidačním stupni III je významným esenciálním prvkem. Naproti tomu 
sloučeniny šestimocného chromu jsou toxické [9]. 
Trojmocný chrom se významným způsobem podílí na metabolismu sacharidů. 
Za nejvýznamnější fyziologicky účinnou látku obsahující chrom se považuje tzv. 
glukosotoleranční faktor (komplexní sloučenina chromitých iontů s glycinem, cysteinem, 
glutamovou kyselinou). Sloučeniny chromu zasahují také do metabolismu lipidů a bílkovin. 
Sloučeniny chromu se podílejí také na udržování strukturní integrity nukleových kyselin. 
Chrom chrání molekuly RNA proti tepelné denaturaci [4, 12]. 
Při deficitu chromu byly zjištěny mimo jiné tyto příznaky: zhoršená glukosová tolerance, 
trvale zvýšená hladina glukosy v krvi, zvýšené hladiny cholesterolu a triacylglycerolů 
v krevním séru, přítomnost sacharidů v moči. Existuje tedy souvislost mezi deficitem chromu 
a vznikem diabetu a kardiovaskulárních onemocnění. V souvislosti s nedostatkem chromu 
byly zaznamenány také nervové a mozkové poruchy. Toxické účinky chromitých sloučenin se 
projevují až při vysokých dávkách. Toxičtější jsou sloučeniny šestimocného chromu. 
Způsobují poruchy růstu a poškození jater a ledvin. Kontakt chromanů s kůží může vyvolat 
ekzém [12]. 
4.2.1.5 Selen 
Nejvyšší koncentrace selenu v lidském těle se nacházejí v ledvinách, játrech, vlasech a 
kostech, nižší obsah je ve svalstvu [12]. 
Selen jako součást glutathionperoxidázy umocňuje biologické účinky vitaminu E. 
Glutathionperoxidáza zajišťuje ochranu proti oxidačnímu poškození biologických 
 15
struktur [3, 4, 12]. Další selenoenzym je jodthyronin-5’-dejodáza, která katalyzuje dejodaci 
hormonu štítné žlázy tyroxinu. Funkce řady dalších selenoproteinů není dostatečně známa. 
Pravděpodobně jsou sloučeniny selenu významné pro reprodukční funkci. Selen rovněž 
zmírňuje toxické účinky rtuti, kadmia, thalia, arsenu a telluru [3, 5, 12]. 
Chronická expozice člověka zvýšeným dávkám selenu se projevuje záněty dýchacích cest, 
edénem plic, krvácivostí, kožními změnami a depresemi. Charakteristickým je česnekový 
dech, jehož nositelem je dimethyldiselenid a kovová chuť v ústech. Ve vážných případech se 
objevuje žloutenka, cirhóza jater, vypadávání vlasů, nehtů, zubní kaz a selhání ledvin [12]. 
4.2.2 Toxické prvky 
4.2.2.1 Rtuť 
Toxické účinky rtuti a jejích sloučenin souvisí s vysokou afinitou rtuti k triolovým 
skupinám v peptidech a bílkovinách. Vazbou rtuti na tato místa dochází u četných enzymů 
k jejich inhibici [12]. 
Hlavní orgány, které jsou poškozeny při intoxikaci rtutí a jejími sloučeninami, jsou 
ledviny a mozek [12]. Při otravě methylrtutí převažují neurotoxické účinky. Má také 
teratogenní účinky. Otrava anorganickými sloučeninami rtuti může vést ke snížení produkce 
moči až k selhání ledvin. Dostavují se i změny psychiky [3, 5, 9, 12]. Při otravě požitím 
elementární rtuti se objevuje zvýšené slinění, kovová chuť´v ústech, otoky dásní, ztráta chuti 
k jídlu, vypadávání zubů, nespavost, svalový třes, zvracení, průjem, únava, ztráta 
sebekontroly a svalová slabost. Zhoršuje se funkce ledvin a někdy se zvětšuje štítná žláza. Při 
inhalační expozici k tomu přistupují další příznaky (zánět průdušek, bolesti hrudníku, kašel a 
dýchací potíže) [9,12]. 
K léčení otravy rtutí a jejími sloučeninami se používají látky s komplexotvornými účinky 
(dimerkaptopropanol, dimerkaptosukcinát, glutathion, atd.) [12]. 
4.2.2.2 Olovo 
Vstřebané olovo je transportovány krví do jater a ledvin, kde se kumuluje. Při dlouhodobé 
expozici se olovo hromadí v kostech. Olovo navíc poškozuje krev, nervový a 
kardiovaskulární systém [12]. 
Olovo inhibuje syntézu porfyritů, takže při chronické otravě klesá množství hemoglobinu 
v erytrocytech a objevuje se anémie. Olovo je inhibitorem dvou enzymů důležitých pro 
syntézu hemu (dehydratáza δ-aminolevulové kyseliny a ferrochelatáza). Expozice organismu 
olovu může poškodit centrální i periferní nervový systém. V některých případech dochází při 
otravě olovem k poruchám motoriky končetin, zpomalení pohybových reakcí a podobným 
symptomům [12]. 
4.2.2.3 Kadmium 
Při intoxikaci kadmiem mohou být poškozeny ledviny a játra. Vykazuje také teratogenní a 
karcinogenní účinky, poškozuje pohlavní orgány a má vliv na krevní tlak [12]. 
Kadmium může při akutní otravě vyvolat selhání ledvin. Intoxikace se projeví výskytem 
bílkovin a cukrů v moči. Při otravě kadmiem dochází také k dekalcifikaci, řídnutí a 
ztenčování kostí [3, 12]. 
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4.2.2.4 Arsen 
Vzhledem k vysoké afinitě arsenu ke keratinu se vstřebaný arsen hromadí ve vlasech, 
nehtech a kůži. Anorganické sloučeniny arsenu jsou v těle metabolizovány na kyselinu 
dimethylarsinovou a kyselinu methylarsonovou a ty jsou pak vylučovány močí [5, 12]. 
Toxické účinky arsenu souvisí s jeho vlivem na aktivitu důležitých enzymů 
prostřednictvím vazby na thiolové skupiny. Arsen inhibuje glutathionperoxidázu, 
alaninaminotransferázu, aspartátaminotransferázu, glukosa-6-fosfátdehydrogenázu, dále různé 
fosfotransferázy. Chronická otrava se projevuje ztrátou tělesné hmotnosti, zvýšenou slinivostí 
a zhoršením zraku. Typické jsou kožní změny (otoky, ekzémy, keratosa kůže). Mohou se 
objevit i hematologické a neurologické změny (motorická obrna prstů, spavost, ztráta paměti, 
zmatenost a zhoršení sluchu). Arsen má také karcinogenní, mutagenní a teratogenní účinky. 
Při akutní otravě oxidem arsenitým se objevují bolesti břicha, zvracení a průjem. Kůže je 
vlhká, puls slabý a dýchání slabé a přerušované [9, 12]. 
 17
5 ANALYTICKÉ METODY VHODNÉ PRO METALOMICKÁ 
STANOVENÍ 
Chemická speciační analýza obecně zahrnuje studium různých oxidačních stavů prvků 
(např. As, Cr, Se, Fe) nebo jednotlivých organokovových specií (např. kyselina 
methylarsenitá, methylrtuť nebo tributylcín) [9]. Speciační analýza slouží k detekci, 
identifikaci a určení stopových prvků sloučenin v biologických tkáních nebo lidských 
tekutinách [17]. Zabývá se i  jednoduchými organoselenitými speciemi. Nicméně většina 
cílových specií zahrnuje dobře známé organokovové látky, které znečišťují životní prostředí 
(butyl- a fenylcín, alkylolovo), produkty přeměny toxických prvků (např. methylrtuť, 
organoarsenité sloučeniny) a komplexy esenciálních a toxických kovů a nekovů s malými 
biomolekulami: selenomethionin a selenocystin [9]. 
Potřeba stanovit jednotlivé chemické specie nastává zvláště, když jsou známy jejich 
rozdílné účinky a chování (např. toxicita, pohyblivost nebo biologická dostupnost). 
Rozdílné postupy a metody stanovení metaloproteinů jsou schématicky znázorněny 
na obrázku 5 [9]. 
 
Obr. 5: Stanovení proteinů a metalomů [9] 
Předměty zkoumání speciační analýzy a příklady metod stanovení metalomů rozdělených 
panem Hiroki Haraguchi v článku Metallomics as integrated biometal science jsou uvedeny 
v tabulce 2 [3]. 
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Tab. 2: Oblasti zájmu metalomických stanovení a analytické techniky vhodné 
k metalomickým analýzám [3] 
Objekt zkoumání Analytická technika 
Distribuce částic v biologických kapalinách, 
buňkách, orgánech, atd. 
Analýza stopových množství, analýza všech 
prvků, detekce jednoho atomu. 
Chemická speciace částic v biologických 
vzorcích a systémech 
Spojené metody (LC-ICP-MS, GC-ICP-MS, 
MALDI-MS, ES-MS) 
Analýza struktury metalomů (molekuly 
vázající kovy) 
Rentgenová difrakční analýza, EXAFS 
Objasnění reakčních mechanismů metalomů 
použitím komplexních modelů (bioorganická 
chemie) 
NMR, XPS, Ramanova laserová 
spektroskopie, určování sekvence DNA, 
určování pořadí aminokyselin, časově-
rozlišovací a prostorově-rozlišovací 
fluorescenční detekce 
Identifikace metaloproteinů a metaloenzymů LC-ES-MS, LC-MALDI-MS, LC-ICP-MS 
Metabolismus biologických molekul a kovů 
(metalomy, metabolity) 
LC, GC, LC-MS, GC-MS, ES-MS, 
API-MSα, biosensory 
Lékařská diagnóza zdraví nebo nemoci 
vztažená k stopovým prvkům 
na multielementární bázi 
ICP-AES, ICP-MS, AAS s elektrotermickou 
atomizací, automatické analyzátory, 
spektrofotometrie 
Výroba anorganických léčiv 
pro chemoterapii 
LC-MS, LC-ICP-MS, určování stabilních 
izotopů 
Chemická evoluce živých systémů a 
organismů žijících na Zemi. 
Měření poměru izotopů (určování stáří 
vzorků), určování sekvence DNA 
Jiné funkce kovů v medicíně, ekologii, 
potravinářství, zemědělství, toxikologii, 
biogeochemii, atd. 
In-situ analýza, imunologické a biologické 
testy, analýza potravin, klinická analýza 
α hmotnostní spektrometrie s chemickou ionizací za atmosférického tlaku 
 
Pro stanovení, identifikaci a kvantifikaci kovů obsažených v makromolekulách organismů 
je třeba použít techniky s vysokou citlivostí pro separaci proteinů. Stejně tak je třeba vysoká 
citlivost pro určování sledovaných kovů. Proto je vhodné použít metody jako jsou gelová a 
kapilární elektroforéza nebo vysoce účinná kapalinová chromatografie [4]. 
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5.1  Vybrané metody pro separaci proteinů 
5.1.1 Elektroforéza 
Elektroforéza je relativně jednoduchá, vysoce selektivní a je aplikovatelná na mnoho 
různých vzorků. Její aplikace slouží obecně k charakterizování biologických systémů a 
k výběru specifických skupin proteinů, jejich stanovení a identifikaci [4]. 
Patří mezi elektromigrační separační metody. Její princip spočívá v migraci elektricky 
nabitých částic ve stejnosměrném elektrickém poli. V zónové elektroforéze je prostředí mezi 
elektrodami tvořeno základním elektrolytem, který zajišťuje dostatečnou elektrickou vodivost 
v celém systému. Kationty migrují k zápornému pólu, anionty ke kladnému pólu a neutrální 
částice se nepohybují. Vlivem odlišné rychlosti migrace složek vzorku se v průběhu separace 
vytvářejí oddělené zóny jednotlivých složek [18]. 
Na obrázku číslo 6 je zobrazeno plošné uspořádání zónové papírové nebo gelové 
elektroforézy [19]. 
 
Obr. 6. Zařízené pro zónovou elektroforézu [19] 
V proteinech se mohou vytvořit nabité části štěpením amino a karboxylových skupin nebo 
rovnoměrným pokrytím proteinu anionovou povrchově aktivní (detergentní) látkou, jako je 
dodecylsulfát sodný (SDS). Tento aniontový detergent se nejprve používal pro rozpuštění 
proteinů. Teď je často také používán jako redukční činidlo, protože silně denaturuje 
biomolekuly tím, že rozbíjí disulfidické vazby v proteinech. 
Při elektroforéze se nabité částice pohybují v kapalině, která je doplněna inertní látkou 
(papír nebo polotuhý gel), kde je důležitým faktorem rychlost pohybu částic. 
Z pohledu elektroforézy je nejdůležitější vlastností proteinů jejich velikost (tj. jejich 
poloměr r) a jejich řetězový náboj (Q). Proteiny mají různé rychlosti pohybu (v) v průběhu 
elektroforézy a mohou být pomocí této techniky odděleny od ostatních proteinů [4]. 
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Gelová elektroforéza (GE) využívá akrylamidu nebo polyakrylamidu jako nosiče a dělí 
směsi látek při vloženém napětí nejen podle velikosti molekul, ale i na zákaldě elektrického 
náboje. Rychlost molekuly je přímo úměrná gradientu napětí. 
Polyakrylamidový gel se vyznačuje mechanickou pevností, průhledností, inertností a 
především možností přípravy materiálu s různým stupněm zesítění a polymerace. Tento 
polymer tvoří lineární řetězce zesítěné v určitých intervalech methylenovými můstky [7]. 
Polyakrylamid je získán polymerizací monomerního akrylamidu použitím 
N,N’-methylen-bisakrylamidu [4]. 
U gradientních gelů se velikost póru v gelu mění od největší po nejmenší. Během 
gradientní gelové elektroforézy migrují proteiny až do okamžiku, kdy určitá velikost pórů 
překáží jejich dalšímu pohybu. Polyakrylamidové gradientní gely se vyrábí užitím lineárních 
gradientních látek a peristaltického čerpadla. Další faktory, jako pH a pufr, také určují rozsah 
rozložení [4]. 
Dle prostředí, ve kterém se látky separují, se gelová elektroforéza dělí na GE 
v denaturujícím prostředí (SDS-PAGE) a gelovou elektroforézu v nedenaturujícím prostředí 
(NATIVE-PAGE) [7]. 
5.1.2 Kapilární elektroforéza (CE) 
Kromě plošného uspořádání elektroforézy je také možné uspořádání kapilární [18]. 
Pro analýzu proteinů se kapilární elektroforéza používá posledních dvacet let. Výhodami 
této metody jsou vysoká rychlost, použití i pro malá množství vzorků a jednoduchost [4]. 
Další výhodou je možnost počítačového řízení a zpracování analýzy [18]. 
Na obrázku číslo 7 je zobrazeno schéma zařízení pro kapilární elektroforézu [19]. 
 
Obr. 7: Schéma zařízení pro kapilární elektroforézu [19] 
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Kapilára je naplněna elektrolytem, který vede proud. Oba její konce jsou ponořeny 
do zásobníků s elektrolytem, společně s elektrodami z inertního materiálu (nejčastěji 
z platiny). Mezi elektrody se aplikuje vysoké napětí. Malý objem vzorku se dávkuje do konce 
kapiláry. Kapilára prochází přes detektor (nejčastěji fotometrický). Záznam závislosti odezvy 
detektoru na čase se nazývá elektroforegram. Poloha píků určuje kvalitu, plocha nebo výška 
píků kvantitu. 
Elektroforézu doplňuje elektroosmóza. Elektroosmotický tok (EOF) má za následek pohyb 
roztoku kapilárou k detektoru. Snižuje analytické časy a k detektoru unáší i částice 
elektroforeticky migrující opačným směrem [18]. EOF nastává, když je v kapiláře vysoké 
napětí. Příčinou vzniku EOF je elektrická dvojvrstva, která vzniká na povrchu kapiláry 
z taveného křemene [4]. Kationy blíže středu kapiláry tvoří difúzní vrstvu. Po zavedení napětí 
putují tyto kationty ke katodě [18]. 
5.1.3 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
V chromatografii se vzorek vnáší mezi dvě nemísitelné fáze (stacionární a mobilní). 
Vzorek je umístěn na začátek stacionární fáze. Pohybem mobilní fáze přes stacionární fázi je 
vzorek soustavou unášen. Složky se tak postupně separují. V kapalinové chromatografii je 
mobilní fází kapalina. Čas, který analyt stráví v jedné nebo druhé fázi, závisí na jeho afinitě 
ke každé z nich. Protože je možno pracovat za laboratorní teploty bez nutnosti převádět 
vzorek na plyn, je kapalinová chromatografie vhodná i pro separaci tepelně nestálých a 
netěkavých sloučenin [18]. 
K účinné separaci je třeba použít dostatečně malých částic sorbentu, které kladou 
prostupující kapalině značný odpor. Proto je nutno pracovat při vysokém tlaku. Většina 
separací HPLC probíhá při laboratorní teplotě a nevyžaduje termostatování. Některé separace 
se významně zlepší zvýšením teploty. Nejpoužívanější detektory v HPLC jsou fotometrický, 
refraktometrický a fluorescenční [18]. Strukturní schéma kolony pro HPLC je zobrazeno 
na obrázku 8 [19]. 
 
Obr. 8: Schéma HPLC [19] 
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5.2 Vybrané detekční metody  
5.2.1 Atomová absorpční spektrometrie s elektrotermickou atomizací (ETAAS) 
Metoda využívá měření absorpce elektromagnetického záření volnými atomy prvků. 
Sleduje se absorbance, která je podle Lambertova-Beerova zákona funkcí koncentrace 
stanovovaného prvku [20]. S výhodou je možno použít metody kalibrační křivky, která je 
lineární [18]. 
Výbojky s dutou katodou jsou nejpoužívanějšími zdroji primárního záření [20]. Katodou 
je dutý váleček ze stejného kovu, který se stanovuje, anodou je wolframový nebo 
molybdenanový drát. Atomizátor slouží k převedení vzorku do stavu volných atomů. Používá 
se plamenový nebo elektrotermický atomizátor [18]. 
Při elektrotermické atomové absorpční spektrometrii je používán elektrotermický 
atomizátor. Jedná se o grafitovou trubici (kyvetu) vyhřívanou elektrickým proudem. Trubicí 
prochází záření. Vzorek se vnáší pomocí mikropipety na vnitřní stěnu trubice nebo se umístí 
na nosnou podložku [18]. Ohřev kyvety probíhá v atmosféře velmi čistého argonu, aby se 
zabránilo přístupu kyslíku. Na obrázku 9 je zobrazeno uložení kyvety v hlavici 
elektrotermického atomizátoru a jeho důležité části [20]. 
 
Obr. 9: Hlavice elektrotermického atomizátoru [20] 
Odstraněním rozpouštědla a matrice jsou odstraněny nepříjemné vlivy, které tyto složky 
vzorku mají v plamenové atomové absorpční spektrometrii. Zatímco u plamenové atomizace 
je signál stálý, u elektrotermické atomizace je registrován přechodný signál - pulz [18]. 
Výhodou elektrotermického atomizátoru je zvýšení citlivosti měření a snížení detekčního 
limitu [20]. 
ETAAS se používá pro kvantifikaci kovů vázaných na proteiny po chromatografické nebo 
elektroforetické separaci [20]. 
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5.2.2 Hmotnostní spektrometrie (MS) 
Při hmotnostní spektrometrii je vzorek převáděn na ionizovanou plynnou fázi a vzniklé 
ionty jsou separovány podle hodnoty podílu jejich hmotnosti a náboje. Běžný hmotnostní 
spektrometr se skládá ze vstupu vzorku, iontového zdroje, hmotnostního analyzátoru a 
detektoru [18]. 
Iontový zdroj slouží k převedení analyzované látky do ionizovaného stavu. Nejběžnější 
jsou techniky ionizace z plynné fáze [21]. 
Analyzátor slouží k disperzi nebo filtraci iontů produkovaných v iontovém zdroji podle 
poměru hmotnosti ku náboji, popřípadě podle kinetické energie [21]. Existuje několik druhů 
analyzátorů: 
 Kvadrupólový analyzátor obsahuje čtyři rovnoběžné tyčové elektrody. Na každou 
tyč je přiváděna stejnosměrná složka napětí a současně složka radiofrekvenčního 
pole. Při daném nastavení hodnot veličin mají stabilní trajektorii vedoucí 
k detektoru ionty právě o určitém poměru hmotnosti ku náboji. 
 Kvadrupólová iontová past oproti kvadrupólu má jen tři elektrody, z nichž jedna je 
kruhová a dvě vyklenuté do prostoru kruhu. V tomto místě se shromažďuje oblak 
iontů. Změnou nastavení veličin jsou ionty odváděny k detektoru. 
 Průletový analyzátor (time of flight TOF) je nejjednodušší a nejrychlejší 
hmotnostní analyzátor. Celý vzorek iontů je akcelerován najednou. Všem iontům 
se dodává stejná energie. Ionty vstupují do evakuované letové trubic. Na detektor 
dopadají postupně ionty od nejlehčích po nejtěžší [18]. 
Na obrázku 10 je znázorněno schéma hmotnostního spektrometru [22]. 
 
Obr. 10: Schéma hmotnostního spektrometru [22] 
Při použití indukčně vázaného plazmatu k ionizaci prvku hovoříme o hmotnostní 
spektrometrii s indukčně vázaným plazmatem (ICP-MS) [20]. ICP-MS ve spojení 
s chromatografickou separací je důležitou technikou při speciační analýze. Můžeme tak 
stanovit  komplexy kovů s velkými proteiny a metalothioneiny stejně jako selenoproteiny [4]. 
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5.3 Kombinace metod pro stanovení metalosloučenin 
Výběr spojení metod závisí hlavně na zkoumaném metaloproteinu. V tabulce 3 je uveden 
souhrn vybraných kombinací metod používaných pro různé matrice [9]. 
Tab. 3: Výběr spojených technik podle analytu [5] 
Matrice Analyt Preferovaná separační 
metoda 
Preferovaná detekční 
metoda 
Methylrtuť GC AFS, AAS, ICP-MS 
Organokovové 
kontaminanty 
GC MIP AES, ICP-MS 
Redoxní stavy Iontově-výměnná HPLC, 
CZE 
ICP-MS 
Vzorky 
životního 
prostředí 
Huminové kyseliny a 
fulvokyseliny 
SE HPLC ICP-MS 
Výrobky 
z ropy 
Alkylrtuť, organické 
sloučeniny arsenu, 
metaloporfyriny 
GC ICP-MS 
Organokovové 
zbytkové 
kontaminanty 
GC MIP-AES, ICP-MS 
Selen, 
selenomethionin 
RP HPLC, iontově-
výměnná HPLC 
ICP-MS 
Potraviny a 
doplňky stravy 
Arsen Iontově-výměnná HPLC ICP-MS 
Komplexy kovů 
s aminokyselinami 
CZE ICP-MS 
Fytochelatiny SE HPLC, RP HPLC ICP-MS 
Metalothioneiny SE HPLC, RP HPLC, 
CZE 
ICP-MS 
Rostlinná a 
živočišná 
biochemie 
Proteiny Permeační HPLC ICP-MS 
Komplexy kovů s 
proteiny 
SE LC ICP-MS 
Kobalaminy, porfyrity RP HPLC ICP-MS 
Klinická 
chemie 
Léčiva obsahující 
kovy 
RP HPLC, iontově-
výměnná HPLC 
ICP-MS 
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Schéma speciační analýzy pro identifikaci a kvantifikaci metaloproteinů tedy zahrnuje tři 
hlavní složky: 
 separační techniku (např. LC, CE, planární elektroforézu (2DE) a 2D-PAGE), 
pomocí které izolujeme sledované specie z matrice, 
 vysoce citlivou detekci prvků jako je ICP-MS, pro kvantifikaci částic, 
 detekci specifických molekul založenou na hmotnostní spektrometrii: kvadrupól 
(Q-MS), iontová past (IT-MS) nebo kvadrupólový analyzátor doby letu (TOF), 
použití dvou MS po sobě pro přesnější charakterizaci biomolekul. 
Tato kombinaci technik se nazývá metalomický analytický přístup (MAA) [9]. Propojení 
metod vhodných pro speciační analýzu je schématicky zobrazeno na obrázku 11 [5]. 
 
Obr. 11: Spojené metody pro separaci, detekci a identifikaci metalosloučenin [5] 
Separační techniky jsou obvykle klíčovými součástmi ve speciaci metaloproteinů. 
Detektory jednotlivých prvků poskytují ve spojení se separačními zařízeními důležité 
informace o různých formách jednotlivých prvků ve vzorku [9]. 
Detekci metaloproteinů při speciační analýze můžeme provést dvěma způsoby: 
 On-line (přímá detekce) navazující na kolony separačních technik, jako je 
kapalinová chromatografie (LC) nebo CE, a některých velmi citlivých detektorů 
prvků, typická je atomová emisní spektrometrie s ionizací pomocí indukčně 
vázaného plazmatu (ICP-AES) nebo ICP-MS, 
 Off-line (nepřímá) detekce metaloproteinů nebo jiných nabitých makromolekul 
navázaných na některé kovy nebo polokovy, které jsou oddělovány pomocí gelové 
elektroforézy pro detekci pomocí plamenové atomové absorpční spektrometrie 
(FAAS) nebo ICP-MS po elektroforetickém oddělení [9]. 
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Jednotlivé detekční techniky mohou být také využívány v případě potřeby velmi vysoké 
citlivosti použitím LC spojené s ETAAS, nebo když jsou LC nebo CE nepřímo propojeny 
s ICP-MS [9]. 
V případě použití planární separační techniky (především planární elektroforézy za použití 
polyakrylamidového gelu 2D-PAGE) jsou kovové specie odděleny a jednotlivě 
kvantifikovány pomocí ICP-MS, AAS, atomové emisní spektrometrie (AES) nebo 
fluorimetricky. 
Nepřímá detekce kovových specií může být provedena přímo v gelu, buď aplikací vysoce 
citlivé atomizační techniky na části gelu a detekcí ETAAS nebo elektrotermickou ICP MS 
(ET-ICP-MS) [9]. 
Nepřímá detekce může být provedena také v celém gelu pomocí laserové ablace (LA) 
jednotlivých skvrn s detekcí ICP-MS. Výhodou spojení těchto metod je výborný detekční 
limit [9]. Laserový paprsek, který působí na povrchu vzorku, způsobuje uvolňování materiálu 
v inertní atmosféře (He nebo Ar) ve formě suchého aerosolu. Proud nosného plynu 
transportuje tento aerosol do prostředí indukčně vázaného plazmatu, kde dochází k atomizaci, 
excitaci a ionizaci aerosolu. Kladně nabité ionty pak vstupují do hmotnostního spektrometru. 
K výhodě tohoto spojení patří i to, že se vyvarujeme spektrálních interferencí způsobených 
rozpouštědly. Vyhneme se ztrátě těkavých prvků (např. As a Se), ke kterým může dojít při 
rozkladech za vyšších teplot a zabráníme i vzniku chyb při ředění [7]. 
Detektory molekul nebo iontů molekul, obecně založené na hmotnostní spektrometrii, 
mohou poskytovat informace o struktuře nových nebo známých metaloproteinů, jsou-li 
standardní metody nepoužitelné [9]. 
5.4 Příklady stanovení kovových specií 
5.4.1 Cín 
Pro separaci organocínových sloučenin je vzácně používána HPLC. Je však vhodná pro 
základní rozdělení butyl a fenylcínových sloučenin. Sloučeniny jsou separovány jako 
tropolonové komplexy pomocí methanolové mobilní fáze. Nevýhodou použití organického 
rozpouštědla jsou nízké detekční limity v porovnání s GC. Častěji se při stanovení specií cínu 
používá plynová chromatografie, jejíž výhodou jsou její důkladnost, citlivost a výkonnost [5]. 
Pro detekci organocínových sloučenin je používána řada metod (detekce plamenovou 
fotometrií FPD, ICP-MS, atd.). I když hrála AAS významnou roli při stanovení 
organocínových sloučenin v minulosti, nemůže už dále kvůli svému výkonu konkurovat 
novějším metodám. Doporučovanými technikami pro speciační analýzu organocínových 
sloučenin jsou plynová chromatografie s atomovou emisní detekcí (GC-AED) a GC-ICP-MS 
[5]. 
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5.4.2 Olovo 
Vhodnou technikou pro separaci organoolovnatých sloučenin je kapilární GC. 
Tetraalkylolovnaté sloučeniny můžeme chromatograficky stanovit okamžitě, ale jejich ionty 
je nutné nejdříve derivovat na alkylové nepolární sloučeniny [5]. 
Důležitou roli při stanovení organoolovnatých sloučenin hrála plynová chromatografie 
s detekcí pomocí atomové absorpční spektrometrie (GC-AAS). V současnosti se při výběru 
metod volí mezi atomovým emisním detektorem s mikrovlnně vázaným plazmatem (MIP 
AED) a ICP-MS. Výhodou dříve používané techniky jsou nízké detekční limity a konkuruje 
tak ICP-MS. S využitím kvadrupólového analyzátoru je však možné snížit detekční limity 
ICP-MS. Využití HPLC je pouze okrajové [5]. 
5.4.3 Rtuť 
Díky vhodné přeměně rtuťnatých specií na nestálé sloučeniny, je GC dominantní 
separační metodou před specifickou detekcí rtuti. Vysoká nestálost a omezený počet specií 
umožňují použití nižších teplot při GC. Je možné použít množství detektorů (QF AAS, QF 
AFS, MIP AES a ICP-MS). Pro AAS a AFS je nutné, aby se rtuť dostala do křemíkové pece 
v atomární formě, což vyvolává potřebu pyrolýzy organokovových sloučenin při vývodu 
z kolony [5]. 
5.4.4 Selen 
Pro separaci a stanovení selenoproteinů byly vyvinuty dva postupy. První založený na 
kapalinové chromatografii (LC) a druhý na elektroforéze [5]. 
Přesto, že byla gelová permeační vysokoúčinná kapalinová chromatografie (SE HPLC) 
první metodou, kterou byla prokázána přítomnost selenoproteinu P v lidské plazmě, nelze jí 
rozlišit a separovat většinu selenoproteinů. Také velké zředění omezuje citlivost [5]. 
Stanovení selenoproteinů je založeno hlavně na afinitní chromatografii. Kombinace 
afinitní chromatografie s SE HPLC s přímou detekcí ICP-MS se používá pro separaci tří 
hlavních proteinů obsahujících selen v lidském plazmatu (albumin, glutathion peroxidáza a 
selenoprotein P) [5]. 
Při elektroforéze dojde k lepšímu rozlišení při separaci selenoproteinů než při HPLC. 
Skutečnost, že se Se váže kovalentními vazbami, umožňuje využití SDS PAGE bez nebezpečí 
ztrát Se [5]. 
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6 ZÁVĚR 
Předmětem této bakalářské práce bylo studium kovových specií přítomných v živých 
soustavách. Pozornost byla věnována především analytickým metodám a jejich spojení 
při stanovení metalosloučenin. 
Kovovými speciemi, jejich interakcemi, transformacemi a funkcemi v živých systémech 
se zabývá metalomika. Je to poměrně nový vědní obor. Data z výzkumu jsou důležitá 
pro určení kovu, který je na biomolekulu vázán, jeho koncentrace a způsobu vazby 
v metalosloučenině. 
Esenciální kovové ionty jsou obsaženy v mnoha důležitých proteinech, zejména 
enzymech. Zvláštní skupinou metaloproteinů jsou metalothioneiny. Jejich tvorba je 
indukována zvýšeným příjmem některých kovů a je tak důležitým mechanismem detoxikace. 
O způsobu vazby kovu a proteinu rozhodují chemické vlastnosti kovu. V peptidech a 
bílkovinách jsou kovy vázány prostřednictvím N-koncové aminoskupiny nebo C-koncového 
karboxylu. Další možnost vazby je pomocí zbytků aminokyselin. Možná vazba kovu na dusík 
nebo kyslík peptidové vazby je poměrně slabá. Síla interakce je závislá na pH, teplotě, druhu 
kovového iontu, prostředí, konformaci bílkoviny nebo na přítomnosti dalších složek. 
Přítomnost esenciálních kovů v organismu je důležitá pro správnou funkci řady 
metabolických procesů i pro různé signální procesy. Oproti tomu toxické prvky mohou 
inhibovat významné enzymy. Nedostatek esenciálních nebo nadměrné množství toxických 
prvků způsobuje špatnou funkci metabolických drah a z toho plynoucích onemocnění 
organismu. Některé prvky mohou být jak toxické tak esenciální. Jejich toxicita závisí většinou 
na množství a oxidačním stavu prvku. 
Speciační analýza slouží k detekci, identifikaci a určení stopových prvků v organických 
sloučeninách. Pro analýzu se používají různé kombinace separačních a detekčních metod. 
Detekce metaloproteinů může probíhat přímo nebo nepřímo. Jedny z nejpoužívanějších 
separačních metod jsou gelová elektroforéza a vysokoúčinná kapalinová chromatografie. 
Významné detekční techniky jsou hmotnostní spektrometrie a atomová emisní spektrometrie. 
Kombinace separačních, detekčních a identifikačních metod se nazývá metalomický 
analytický přístup. 
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7 POUŽITÉ ZKRATKY 
2D-PAGE planární elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 
AAS atomová absorpční spektrometrie 
AES atomová emisní spektrometrie 
AFS atomová fluorescenční spektrometrie 
API-MS hmotnostní spektrometrie s chemickou ionizací za atmosférického tlaku 
CE kapilární elektroforéza 
CZE kapilární zónová elektroforéza 
EOF elektroosmotický tok 
ES elektrospej 
ET elektrotermická atomizace 
EXAFS Extended X-ray Absorption Fine Structure 
FAAS plamenová atomová absorpční spektrometrie 
FPD plamenově fotometrický detektor 
GC plynová chromatografie 
GE gelová elektroforéza 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
ICP indukčně vázané plazma 
ICP-MS hmotnostní spektrometrie s  indukčně vázaným plazmatem 
IT iontová past 
LA laserová ablace 
LC kapalinová chromatografie 
MAA metalomický analytický přístup 
MALDI-MS hmotnostní spektrometrie s matricí asistovanou laserovou desorpcí 
MIP mikrovlnné vázané plasma 
MS hmotnostní spektrometrie 
MTs metalothioneiny 
NATIVE-PAGE gelová elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v nativním prostředí 
NMR nukleární magnetická rezonance 
Q kvadrupól 
QF křemenná pec 
RP reverzní fáze 
SDS dodecylsulfát sodný 
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SE hmotnostně vylučovací 
SE HPLC hmotnostně vylučovací nebo také gelově permeační (size exclusion) 
vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
TOF analyzátor doby letu 
XPS X-ray Photoelectron Spectroscopy 
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